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The synthesis of poly(3-hydroxybutyrate/3-hydroxyvalerate/3-hydroxyhexanoate) [P(3HB/3HV/3HHx)] 
and poly(3-hydroxybutyrate/3-hydroxyhexanoate/diethylene glycol) [P(3HB/3HHx/DEG)] by 
Cupriavidus eutrophus B10646 was studied. Cultivation conditions of Cupriavidus eutrophus 
B10646 enabled production of high biomass yields and high content of the polymer. Three component 
copolymers [P(3HB/3HV/3HHx) and P(3HB/3HHx/DEG)] were synthesized with different content 
of 3HHx monomers. The physical and chemical properties of copolymers, including the degree of 
crystallinity, molecular weight and temperature characteristics and surface properties of the film 
samples were studied.
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Синтез и характеристика 3-компонентных  
полигидроксиалканоатов,  
содержащих мономеры среднецепочечного  
3-гидроксигексаноата
Д.А. Сырвачеваа, Н.О. Жилаа,б
аСибирский федеральный университет 
Россия, 660041, Красноярск, пр. Свободный, 79 
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Исследованы режимы выращивания Cupriavidus eutrophus B10646, обеспечивающие 
продуктивный синтез трехкомпонентных сополимеров ПГА, содержащих мономеры 
3-гидроксигексаноата (3ГГ), а также 3-гидроксибутирата (3ГБ), 3-гидроксивалерата 
(3ГВ) и диэтиленгликоля (ДЭГ) при сохранении общих выходов ПГА и урожая биомассы 
клеток на высоком уровне. Синтезированы 3-компонентные сополимеры [П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) и 
П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ)] с различным содержанием мономеров 3ГГ и изучены их физико-химические 
свойства, включая степень кристалличности, молекулярно-массовые и температурные 
характеристики, а также свойства поверхности пленочных образцов.
Ключевые слова: полигидроксиалканоаты, биосинтез, сополимеры, 3-гидроксивалерат, 
3-гидроксигексаноат, диэтиленгликоль, физико-химические свойства.
Введение
Полигидроксиалканоаты (ПГА) – это 
семейство полимеров различной химиче-
ской структуры, различающихся базовыми 
физико-химическими свойствами. В зави-
симости от строения мономеров, входящих 
в состав ПГА, они разделяются на коротко-
цепочечные, среднецепочечные и длинно-
цепочечные, соответственно, состоящие из 
мономеров с длиной С-цепи С3 – С5; С6 – С14; 
свыше С14 (Steinbüchel and Valentin, 1995). 
Особо перспективными ПГА являются сопо-
лимеры, имеющие низкую кристалличность 
и обладающие свойствами эластомеров. 
Это короткоцепочечные сополимеры 3- и 
4-гидроксибутирата, а также сополимеры, 
содержащие, помимо короткоцепочечных, 
среднецепочечные мономеры 3-гидрокси-
гексаноата (3ГГ) или 3-гидроксиоктаноата 
(3ГО) (Madison and Huisman, 1999; Sudesh et 
al., 2000; Laycock et al., 2014). Однако син-
тез сополимерных ПГА является сложной 
биотехнологической задачей, так как для 
их получения в состав среды, как правило, 
необходимо внесение дополнительных ис-
точников углерода в качестве субстратов-
предшественников целевых мономеров, 
которые в подавляющем большинстве ин-
гибируют рост продуцентов. Это негативно 
сказывается на общей продуктивности про-
цесса биосинтеза (как на приросте биомас-
сы клеток, так и на выходах сополимеров) 
(Bhubalan et al., 2008, 2010; Cavalheiro et al., 
2012). 
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Возможности продуктивного синтеза 
ПГА, содержащих мономеры 3-гидрокси-
гексаноата, дополнительно осложняются 
спецификой метаболизма гексаноата как 
субстрата-предшественника, так как он ме-
таболизируется в цикле β-окисления жирных 
кислот на более короткие фрагменты (С4 + 
С2), снижая тем самым количество субстрата 
для образования и включения в полимерную 
цепь мономеров 3ГГ. Поэтому получение 
высоких выходов ПГА с высоким содержа-
нием среднецепочечных мономеров – труд-
нореализуемая задача, для ее решения необ-
ходимо организовать условия, при которых 
блокируются реакции β-окисления гексаноа-
та. Трудности регламентированного и вос-
производимого синтеза сополимерных ПГА 
сдерживают накопление знаний о влиянии 
состава мономеров на физико-химические 
свойства полимера.
Это определило направленность настоя-
щей работы, ориентированной на изучение 
возможности продуктивного синтеза ПГА, 
содержащих мономеры среднецепочечного 
3-гидроксигексаноата и выявление взаимо-
связи между структурой сополимеров этого 
типа и их свойствами.
Материалы и методы
Исследована культура бактерий 
Cupriavidus eutrophus B10646, характеризую-
щаяся способностью синтезировать ПГА на 
различных углеродных субстратах. Для вы-
ращивания бактерий за основу принята мине-
ральная среда Шлегеля (Schlegel et al., 1961). 
Бактерии выращивали в периодической авто-
трофной и гетеротрофной культурах в режиме 
синтеза ПГА с лимитированным содержанием 
азота в среде (40 % от потребности культуры 
в элементе). Длительность культивирования 
составляла 48-72 ч. Проведено четыре серии 
экспериментов. В первой серии эксперимен-
тов бактерии выращивали в периодической 
автотрофной (СО2+Н2+О2) культуре. Для 
синтеза многокомпонентных ПГА, содержа-
щих мономеры 3-гидроксивалерата (3ГВ) и 
3-гидроксигексаноата (3ГГ), в состав среды 
в качестве субстратов-предшественников 
вносили валерат натрия (0,5 г/л) и гексаноат 
натрия («Acros Organics», США). С учетом 
возможного усиления токсичности при соче-
танной подаче в культуру валерата натрия и 
гексаноата натрия последний вносили дробно 
в течение всего эксперимента через каждые 
6-8 ч (концентрация разовой дозы в различ-
ных экспериментах варьировала от 0,5 до 
0,7 г/л). Общее количество добавок гексаноата 
натрия в разных экспериментах составляло 
от одной до трех. Далее во второй, третьей 
и четвертой сериях экспериментов бактерии 
выращивали в периодической гетеротрофной 
культуре. В качестве основного ростового 
субстрата использовали глюкозу в концентра-
ции 10 г/л. Для блокирования реакций цикла 
β-окисления жирных кислот и усиления син-
теза мономеров 3ГГ в культуру при выращи-
вании бактерий на гетеротрофных субстратах 
одновременно с гексаноатом натрия вносили 
акрилат натрия («Sigma», США). Подачу гек-
саноата натрия и акрилата натрия в культуру 
делали через каждые 6-8 ч в течение экспе-
римента в концентрациях 0,5 и 0,05 г/л соот-
ветственно. Во второй серии экспериментов 
в качестве субстратов-предшественников 
для синтеза мономеров 3ГВ использовали 
валерат натрия, а в третьей –  пропионат на-
трия в различных концентрациях (0,5; 0,7; 1,0 
г/л), которые вносили в культуру однократно 
на 38-42 ч культивирования бактерий. В чет-
вертой серии экспериментов исследована 
возможность получения 3-компонентных со-
полимерных ПГА, в которых, помимо моно-
меров 3ГБ и 3ГГ, присутствуют мономеры 
диэтиленгликоля (ДЭГ). Диэтиленгликоль 
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(ОАО «Нижнекамскнефтехим», Россия) по-
давали однократно в концентрации 30 г/л 
в культуру различного возраста (1, 24, 48 ч 
культивирования).
Накопление биомассы в культуре 
(Х, г/л) определяли измерением оптической 
плотности и по весу абсолютно сухого ве-
щества. Внутриклеточное содержание и 
состав ПГА определяли на хромато-масс-
спектрометре Agilent Technologies 7890А с 
масс-детектором Agilent Technologies 5975С 
(Agilent, США). Для определения мономе-
ров диэтиленгликоля сняты 1H-ЯМР спек-
тры растворов полимеров в дейтерирован-
ном хлороформе (CDCl3) с использованием 
ЯМР-спектрометра Advance III 600 (Bruker, 
Германия).
Физико-химические свойства полу-
ченных ПГА исследовали с применением 
рентгеноструктурного анализа D8 Advance 
(«Bruker», Германия), дифференциального 
термического анализа DSC-1 (Mettler Toledo, 
Швейцария) и высокоэффективной жид-
костной хроматографии Agilent Technologies 
1260 Infinity (Agilent, Германия). Для анализа 
структуры поверхности были изготовлены 
плотные гладкие пленки из 1,5 % растворов 
ПГА в хлороформе методом полива раство-
ров полимеров с последующим испарением 
растворителя. Микроструктуру поверхности 
пленочных образцов исследовали с помощью 
сканирующей электронной микроскопии 
S5500 (Hitachi, Япония), свойства поверх-
ности – на приборе для измерения краевых 
углов смачивания поверхности DSA-25E 
(Krüss, Германия).
Статистическую обработку результатов 
проводили общепринятыми методами с ис-
пользованием стандартного пакета программ 
Microsoft Excel. Результаты представлены как 
средние арифметические со стандартным от-
клонением.
Результаты и обсуждение
Результаты исследования воз-
можности синтеза трехкомпонент-
ных ПГА [П(3ГБ/3ГВ/3ГГ)] культурой 
C. eutrophus В10646 в автотрофных услови-
ях при подаче в культуру двух субстратов-
предшественников – валерата натрия и гек-
саноата натрия – представлены на рис. 1а. 
С увеличением концентрации гексаноата на-
трия в культуре содержание мономеров 3ГГ в 
П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) увеличивалось. Максималь-
ное включение 3ГГ (17-25 мол.%) зарегистри-
ровано при подаче в культуру 3 добавок гек-
саноата натрия (суммарно до 2,0-2,1 г/л). При 
этом общий выход сополимера составлял 45 % 
от веса сухой биомассы, а урожай биомассы 
находился на уровне 2,3-2,5 г/л. Содержание 
мономеров 3ГВ в П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) в разных 
опытах варьировало от 21 до 30 мол.%.
Для повышения продукционных харак-
теристик культуры C. eutrophus В10646 ав-
тотрофный углеродный субстрат был заме-
нен гетеротрофным (глюкоза). Во второй и 
третьей серии экспериментов общий выход 
сополимера и содержание в нем мономеров 
3ГВ и 3ГГ мало зависели от концентрации 
субстратов-предшественников (рис. 1б, в). 
Однако выход сополимера в экспериментах 
с валератом натрия достигал 38-44 % от 
веса сухой биомассы при суммарном содер-
жании мономеров 3ГВ и 3ГГ на достаточно 
высоком уровне (43-48 мол.%). Доля моно-
меров 3ГВ варьировала от 33 до 41 мол.%, 
доля мономеров 3ГГ была ниже (7-15 мол.%) 
(рис. 1б). 
При замене валерата натрия пропионатом 
натрия (рис. 1в) общий выход П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) 
увеличился до 45-52 % от веса сухой биомас-
сы, при этом суммарное содержание моно-
меров 3ГВ и 3ГГ было несколько ниже (на 
уровне 27-31 мол.%). Доля мономеров 3ГГ в 
сополимере составляла от 12 до 16 мол.%; 
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Рисунок 1. Рост культуры Cupriavidus eutrophus B10646 и синтез 3х-компонентных 
сополимеров П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) в автотрофных условиях (1а), П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) (1б, 1в) и 
П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ) (1г) в гетеротрофных условиях при различном режиме дозирования 
гексаноата натрия, акрилата натрия, валерата натрия (1а, 1б, 1г) или пропионата натрия 
(1в).  
1а – 2* и 3* – количество добавок гексаноата натрия при концентрации валерата 
натрия 0,5 г/л  
1б и 1в – разовая добавка гексаноата натрия и акрилата натрия составляла 0,5 и 0,05 
г/л соответственно при концентрациях валерата натрия или пропионата натрия 0,5; 0,7; 1,0 
г/л  
1г – однократная подача ДЭГ (30 г/л) на 1, 24 или 48 ч культивирования и дробной 
подаче гексаноата натрия и акрилата натрия в культуру (разовая доза 0,5 г/л и 0,05 г/л, 
соответственно) 
Рис. 1. Рост культуры Cupriavidus eutrophus B10646 и синтез 3-компонентных сополимеров П(3ГБ/3ГВ/ 
3ГГ) в автотрофных условиях (1а), П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) (1б, 1в) и П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ) (1г) в гетеротрофных условиях 
при различном режиме дозирования гексаноата натрия, акрилата натрия, валерата натрия или пропионата 
натрия, диэтиленгликоля. 1а – 2* и 3* – количество добавок гексаноата натрия при концентрации 
валерата натрия 0,5 г/л; 1б и 1в – разовая добавка гексаноата натрия и акрилата натрия составляла 0,5 
и 0,05 г/л соответственно при концентрациях валерата натрия или пропионата натрия 0,5; 0,7; 1,0 г/л; 
1г – однократ ая подача ДЭГ (30 г/л) а 1, 24 или 48 ч культивирования и дробной подаче гексаноата 
натрия и акрилата натрия в культуру (разовая доза 0,5 г/л и 0,05 г/л соответственно)
мономеров 3ГВ – 14-15 мол.%. Максимальное 
содержание сополимера в клетках бактерий 
(52 % от веса сухой биомассы) получено при 
минимальной концентрации пропионата на-
трия в культуре (0,5 г/л). Урож й биомассы 
во всех экспериментах находился в границах 
4,0–4,5 г/л.
Исследована возможность получения 
3-компонентных сополимерных ПГА ново-
го типа, в которых, помимо мономеров 3ГБ и 
3ГГ, присутствуют мономеры диэтиленгли-
коля (ДЭГ). Эти сополимеры относят к «не-
обычным» ПГА. Известно, что при наличии 
в культивационной среде полиэтиленгликоля 
(ПЭГ) возможен микробиологический синтез 
диблок-сополимера ПГА/ПЭГ, где карбоксиль-
ный конец (-COOH) цепей ПГА ковалентно 
связан эфирной связью с цепью ПЭГ. Эт  яв-
ление было названо PEGylation (Foster, 2007). 
Для синтеза 3-компонентных П(3ГБ/3ГГ/
ДЭГ) культивирование бактерий C. eutrophus 
В10646 проводили в гетеротрофных услови-
ях с использованием раствора глюкозы, где 
в качестве субстрата-предшественника для 
синтеза мономеров этиленгликоля (ЭГ) ис-
пользовали диэтиленгликоль (ДЭГ) наряду с 
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добавками гексаноата натрия и акрилата на-
трия (рис. 1г).
Урожай биомассы клеток в опытах имел 
близкие значения (2,5-2,7 г/л). Однако вы-
ход сополимера и содержание в нем моно-
меров 3ГГ и ДЭГ варьировали. Наибольшее 
включение мономеров этиленгликоля (0,5 и 
0,7 мол.%) зафиксировано при подаче ДЭГ 
в раннюю культуру (1 и 24 ч соответствен-
но). При этом доля 3ГГ мономеров состав-
ляла 0,3 мол.%. При более поздней подаче 
ДЭГ в культуру (48 ч) содержание ЭГ было 
ниже (0,15 мол.%), в то время как содержание 
мономеров 3ГГ увеличилось до 3,0 мол.%. 
Общий выход сополимера находился в диа-
пазоне от 40 до 61 % от веса сухой биомассы 
в зависимости от времени добавления ДЭГ в 
культуру. 
Таким образом, варьируя подаваемые 
в среду субстраты-предшественники, их 
концентрацию в культуре, а также условия 
углеродного питания, синтезирована уни-
кальная линейка трехкомпонентных ПГА 
с содержанием 3ГВ от 14 до 41 мол.%, 3ГГ 
от 2 до 16 мол.% и ДЭГ от 0,15 до 0,7 мол.% 
(таблица).
При изучении молекулярно-массовых 
характеристик 3-компонентных сополиме-
ров показано, что для них характерно сниже-
ние значений средневесовой молекулярной 
массы и возрастание полидисперсности по 
сравнению с гомополимером П(3ГБ) (табл.). 
Особенно это было выражено у образцов 
П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ), для которых зарегистри-
рованы самые высокие значения полидис-
персности (ПД) (до 7,02 и 15,42). У одного 
образца П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ) обнаружена гетеро-
генность фракций с различными значения-
ми МВ: низкомолекулярного (14 кДа) и вы-
сокомолекулярного (731 кДа). Также во всех 
синтезированных 3-компонентных образцах 
[П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) и П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ)] наблю-
дались изменения термического поведения и 
появление двух пиков в области плавления. 
Первый пик плавления зафиксирован в об-
ласти 148-156 °C; второй – 162-171 °C. Тем-
пература термической деградации образцов 
П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ) и образцов П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) 
с различным содержанием мономеров 3ГВ, 
3ГГ и ДЭГ практически не изменялась отно-
сительно П(3ГБ) (290 °C) и находилась в диа-
пазоне от 288 до 297 °C. Степень кристал-
личности сополимеров с диэтиленгликолем 
(68-75 %) имела незначительные различия 
с гомополимером (76 %), в то время как у 
П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) эти показатели были ниже и 
составляли 43-61 % (табл.).
Для исследования биологических 
свойств 3-компонентных ПГА были получе-
ны плотные гладкие пленки. РЭМ-снимки 
пленок представлены на рис. 2. По резуль-
татам РЭМ морфология поверхности сопо-
лимерных пленок значительно отличается 
от поверхности пленок из гомополимера 
П(3ГБ), имеющих более гладкую плотно-
зернистую поверхность с малым количе-
ством мелких пор. Пленки сополимерных 
образцов имеют более выраженный рельеф, 
отличающийся наличием множества пор (от 
1 до 23 на см2) различного диаметра (от 5 до 
75 мкм).
Анализ свойств поверхности пленок из 
ПГА различного химического состава вклю-
чал измерение краевых углов смачивания во-
дой и дийодметаном с последующим вычис-
лением свободной поверхностной энергии, ее 
дисперсной и полярной составляющих (табл.). 
Результаты показали отличия в величине кра-
евых углов смачивания водой; у пленок, изго-
товленных из П(3ГБ/3ГВ/3ГГ), угол составлял 
74,8-88,2°, у гомополимера П(3ГБ) – 92,8°. Зна-
чения свободной энергии межфазной поверх-
ности исследуемых полимеров были близки – 
30,5-36,5 эрг/см2 и 35,9 эрг/см2 соответственно. 
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Рисунок 2. РЭМ снимки пленок, полученных из П(3ГБ), П(3ГБ/3ГВ/3ГГ), 
П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ) с различным содержанием (мол. %) мономеров 3ГБ, 3ГВ, 3ГГ и ДЭГ 
(маркер 100 мкм) 
Рис. 2. РЭМ-снимки пленок, полученных из П(3ГБ), П(3ГБ/3ГВ/3ГГ), П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ) с различным 
содержанием (мол.%) мономеров 3ГБ, 3ГВ, 3ГГ и ДЭГ (маркер 100 мкм)
Показано увеличение полярной энергии (2,9-
12,5 эрг/см2) у пленок из П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) в 
сравнении с таковой у П(3ГБ) (1,30 эрг/см2), что 
косвенно характеризует поверхность данных 
образцов как более гидрофильную. Полимер-
ные пленки, содержащие в составе мономеры 
этиленгликоля (ЭГ), по измеряемым показате-
лям близки к гомополимеру П(3ГБ) – краевой 
угол смачивания водой – 89,2-100,8°, свобод-
ная энергия межфазной поверхности – 33,5-
35,0 эрг/см2, величина полярной энергии – 0,3-
2,3 эрг/см2.
Заключение
Реализована возможность синте-
за 3-компонентных сополимерных ПГА, 
содержащих в своем составе мономеры 
3-гидроксигексаноата (3ГГ), а также моно-
меры 3ГБ, 3ГВ и ДЭГ. Синтезировано се-
мейство 3-компонентных сополимеров 
[П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) и П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ)] с раз-
личным набором и соотношением мономеров 
и исследованы их физико-химические свой-
ства. Показана вариабельность молекулярно-
массовых характеристик без четкой связи с 
составом сополимеров и сохранение термо-
стабильности. Зафиксирована гетероген-
ность по величине молекулярной массы у 
П(3ГБ/3ГГ/ДЭГ) и изменения в термическом 
поведении отдельных сополимерных ПГА. 
При анализе свойств поверхности пленок из 
ПГА показано увеличение величины поляр-
ной энергии у пленок из П(3ГБ/3ГВ/3ГГ) в 
сравнении с таковой у П(3ГБ), что косвенно 
характеризует поверхность данных образцов 
как более гидрофильную, в то время как по-
лимерные пленки, содержащие в составе мо-
номеры этиленгликоля (ЭГ), по измеряемым 
показателям близки к значениям гомополи-
мера П(3ГБ).
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